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ция остатков Ser и Thr до дегидроаланина (Dha) 
и дегидробутирина (Dhb) с последующей цикли-
зацией путем образования внутримолекулярных 
тиоэфирных связей через остаток Cys, вследствие 
чего образуются неканонические аминокислоты 
лантионин (Lan) и метил-лантионин (MeLan) [3]. 
Лантипептиды синтезируются в виде препептида, 
состоящего из С-концевой последовательности, ко-
торая подвергается посттрансляционным модифи-
кациям, и N-концевого лидерного пептида, который 
распознается ферментами модификации и затем 
удаляется путем протеолиза [4]. Наибольший ин-
терес вызывают лантипептиды, обладающие анти-
микробной активностью, которые принято называть 
лантибиотиками [5]. Классификация лантипептидов 
основана на различиях в строении и механизмах 
работы ферментов, осуществляющих посттрансля-

ВВЕДЕНИЕ
Поиск новых антимикробных препаратов является 
одной из наиболее актуальных проблем, стоящих 
перед исследователями в 21 веке. Стремительное 
распространение бактериальных штаммов с множе-
ственной лекарственной устойчивостью сопряжено 
с рисками для общественного здоровья и требует 
особого внимания. Пептиды являются привлекатель-
ными кандидатами на роль новых антибиотиков бла-
годаря своей генетически кодируемой природе, кото-
рая позволяет создавать искусственное разно образие 
потенциальных антимикробных средств [1, 2].

Лантипептиды – это группа пептидов грампо-
ложительных бактерий, которые синтезируются 
на рибосомах и подвергаются посттрансляцион-
ным модификациям. К посттрансляционным мо-
дификациям лантипептидов относится дегидрата-

РЕФЕРАТ Возрастающая устойчивость микроорганизмов к антибиотикам требует поиска новых анти-
микробных средств. Пептиды, благодаря своей генетически кодируемой природе, являются перспек-
тивными кандидатами на роль новых антимикробных препаратов. Лантипептид андалусицин обладает 
выраженной антимикробной активностью против грамположительных бактерий, поэтому он может 
рассматриваться как перспективная матрица для создания ДНК-кодируемых библиотек лантибиотиков. 
Проведена реконструкция реакции модификации андалусицина лантионинсинтетазой III класса AncKC 
в гетерологической системе Escherichia сoli. Полученные результаты открывают возможности создания 
новых антимикробных агентов пептидной природы. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА лантипептиды, посттрансляционные модификации, антимикробные пептиды.
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ционную модификацию лантипептидов. До недав-
него времени выделяли IV класса лантипептидов, 
однако последние открытия позволяют выделить 
новый V класс [6]. 

Лантипептид андалусицин был выделен из бак-
терии Bacillus thuringiensis SV andalusiensis B23193 
(рис. 1) [7]. Кластер биосинтеза андалусицина со-
держит гены лантионинсинтетазы III класса AncKC, 
осуществляющей посттрансляционную модифика-
цию лантипептидов; метилтрансферазы, осущест-
вляющей метилирование; и ABC-транспортеров, 
осуществляющих экспорт лантипептидов во внекле-
точную среду. Зрелый диметилированный андалуси-
цин обладает выраженной антимикробной активно-
стью в отношении многочисленных видов бактерий 
рода Bacillus, включая B. cereus, вызывающие вы-
раженные токсикоинфекции у человека. Наличие 
в структуре лабионинового кольца, характерного 

только для лантипептидов III класса, делает анда-
лусицин особенно интересным объектом для созда-
ния искусственного разнообразия антимикробных 
пептидов и пептидных молекул с улучшенными 
свойствами.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Конструирование плазмиды и трансформация 
бактериальных клеток
Гены ancKC и ancA были получены путем хими-
ческого синтеза и обработаны эндонуклеазами ре-
стрикции, а затем лигированы в вектор pIvI-His-
TEV (рис. 2). 

В качестве штамма-продуцента были выбраны 
клетки E. coli BL21 (DE3). Полученную генетиче-
скую конструкцию использовали для химической 
трансформации бактерий. Экспрессия генов, со-

Рис. 1. Структура 
лантипептида андалу-
сицин: 
А – первичная струк-
тура андалусицина;  
Б – структура зрело-
го андалусицина;  
В – схематичное изо-
бражение кластера 
биосинтеза андалу-
сицина

Рис. 2. Схематичное изображение генетической конструкции, содержащей транскрипционную единицу биосин-
теза андалусицина
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держащихся в конструкции, приводила к совмест-
ной продукции препептида и лантионинсинтетазы 
AncKС, что обеспечивало внесение посттрансляци-
онных модификаций in vivo. Трансформированные 
клоны отбирали на чашках Петри с агаризованной 
средой 2xYT (16 г/л Триптона, 10 г/л дрожжевого 
экстракта, 5 г/л NaCl) с добавлением ампициллина 
до концентрации 100 мкг/мл.

Наработка модифицированного андалусицина
Единичная колония штамма-продуцента была вы-
брана для наращивания в 10 мл жидкой среды 2xYT 
при 37°С в течение ночи. Для инокуляции 100 мл 
жидкой среды 2xYT использовали 1 мл ночной 
культуры. Клетки культивировали при 37°С при пе-
ремешивании до достижения OD600 = 0.4–0.6, после 
чего добавляли ИПТГ до конечной концентрации 
1 мМ и инкубировали клетки при 18°С в течение 
18 ч и постоянном перемешивании. По окончании 
экспрессии клеточную массу осаждали центрифу-
гированием.

Очистка рекомбинантного модифицированного 
андалусицина
Клеточную массу дезинтегрировали ультра-
звуком, а затем центрифугировали на скорости 
12000 об/мин в течение 20 мин. Использовали ли-
зирующий буфер: 20 мМ Трис-HCl pH 8.0, 500 мМ 
NaCl. Андалусицин очищали методом металл-хе-
латной хроматографии c использованием сорбента 
Ni-NTA (Qiagen, Германия). Для хроматографиче-
ской очистки пептида использовали буфер нанесе-
ния (20 мМ Трис-HCl pH 8.0, 500 мМ NaCl, 10 мМ 
имидазола) и элюирующий буфер (20 мМ Трис-HCl 
pH 8.0, 500 мМ NaCl, 300 мМ имидазола). Пробы по-
сле хроматографической очистки анализировали 
с помощью денатурирующего трицинового электро-
фореза в полиакриламидном геле [8].

Масс-спектрометрический анализ
Для масс-спектрометрического анализа образцы об-
рабатывали йодацетамидом и подвергали трипсино-
лизу (Promega, США). Затем 0.5 мкл образца сме-
шивали с 0.5 мкл раствора 2,5-дигидроксибензойной 
кислоты (40 мг/мл в 30% ацетонитриле, 0.5% ТФУ, 
Sigma Aldrich) на мишени и высушивали. 

Масс-спектры получали на MALDI-время-
пролетном масс-спектрометре UltrafleXtreme 
BrukerDaltonics (Германия) в режиме положи-
тельных ионов. Для получения спектров протео-
литических пептидов использовали рефлектрон; 
точность моноизотопных масс однозарядных прото-
нированных ионов была в пределах 0.005% (50 ррm). 
Спектры фрагментации снимали в тандемном ре-

жиме с точностью измерения фрагментных ионов 
не ниже 1 Да. Идентификацию пептидов проводили 
по объединенным данным пептидного фингерприн-
та и спектров фрагментации отдельных пептидов 
с помощью программ FlexAnalysis 3.3 и Biotools 3.3 
(Bruker Daltonics). При помощи программы Mascot 
2.3.02 проводили поиск в домашней базе данных, 
куда предварительно вносили последовательности 
предполагаемых белков с учетом возможного окис-
ления метионинов кислородом воздуха, возможной 
модификации остатков Cys йодацетамидом либо 
β-меркаптоэтанолом, возможного дегидрирования 
остатков Ser и Thr, возможного фосфорилирова-
ния остатков Ser и Thr. Кандидатные белки, имею-
щие score>56, считали определенными достоверно 
(p < 0.05). Дополнительно спектры размечали вруч-
ную.

Анализ уровня антимикробной активности
Уровень антимикробной активности анализирова-
ли, используя метод диффузии в агаре на чашках 
Петри с агаризованной средой 2хYT без добавления 
антибиотика. Колонию B. cereus ATCC 4342 наращи-
вали в 10 мл жидкой среды 2xYT при 37°С в тече-
ние ночи. После чего с помощью ватного тампона, 
смоченного в ночной культуре тестовой бактерии, 
получали бактериальный газон на поверхности ага-
ризованной среды.

Образец модифицированного прекурсора анда-
лусицина обрабатывали протеазой Glu-C (NEB, 
США) для удаления лидерной последовательности. 
Полученную реакционную смесь наносили каплями 
на подготовленные чашки Петри, предварительно 
поделенные на равные сегменты таким образом, 
чтобы капли содержали 8, 4, 2, 1 и 0.5 мкг струк-
турного пептида модифицированного андалусици-
на. Чашки Петри инкубировали при 37°С в течение 
ночи, после чего выявляли зоны ингибирования ро-
ста бактерий.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Андалусицин – лантипептид III класса – состоит 
из 23 аминокислотных остатков и содержит в сво-
ем составе лабиониновое кольцо, которое образует-
ся в результате посттрансляционной модификации 
пептида-прекурсора лантионинсинтетазой AncKC. 
Андалусицин проявляет выраженную антимикроб-
ную активность против B. сereus ATCC 4342, что де-
лает его интересным объектом для дальнейшего из-
учения.

В ходе исследования получена генетическая 
конструкция, объединяющая в единой рамке счи-
тывания гены препептида андалусицина и ланти-
онинсинтетазы AncKC. В результате химической 
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трансформации клеток E. coli BL21 (DE3) получен 
штамм-продуцент модифицированного препептида 
андалусицина.

Для подтверждения успешной реконструкции ре-
акции модификации анализировали профиль моди-
фикаций наработанного препептида андалусицина. 
Наиболее чистые фракции продукта использовали 
для проведения масс-спектрометрического анализа.

Масс-спектрометрический анализ показал нали-
чие молекулярных ионов с массой 3606.74 и 2755.28 
Да (рис. 3Б). Ион с массой 3606.74 Да соответствует 
модифицированному полипептиду, расщепленному 
трипсином по Lys31 (фрагмент В+С), а ион с массой 
2755.28 Да – по Lys39 (фрагмент С). Для дальнейше-
го исследования структуры андалусицина использо-
вали фрагментацию иона фрагмента С (рис. 3В). 

Анализ спектра фрагментации данного молеку-
лярного иона позволил установить аминокислотную 
последовательность модифицированного пептида 

и идентифицировать 11 остатков дегидроамино-
кислот. Наличие Δm/z 683.84 Да на спектре фраг-
ментации между молекулярным ионом и первым 
фрагментным ионом соответствует лабиониновому 
кольцу на С-конце андалусицина. Отсутствие фраг-
ментации в этой части спектра свидетельствует 
о конформационной жесткости структуры. 

Уровень антимикробной активности аналога анда-
лусицина анализировали методом диффузии. В ка-
честве модельного организма использовали штамм 
B. cereus ATCC 4342. Полученные результаты ука-
зывают на антимикробную активность в 20 ± 10 
раз меньше, чем у зрелого природного андалуси-
цина, что, вероятно, обусловлено отсутствием двух 
метильных групп на N-конце структурного пептида 
у полученного аналога (рис. 4).

Таким образом, показано, что AncKC вно-
сит в  предшественник андалусицина пост-
транcляционные модификации, соответствующие 

А
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MGSSHHHHHHSSGTENLYFQSSMNTVLELQK LAHDTEGK GQAAEATITTTWTVTTTGWASTISNNC

GQA  A       E      Dhb  A     I/L    Dhb Dhb+Im Dhb       W      Dhb    V   Dhb Dhb Dhb  G    V          W        A                                684

Рис. 3. Масс-
спектрометрический 
анализ рекомби-
нантного препеп-
тида андалусицина: 
А – структура 
препептида андалу-
сицина с указанием 
сайтов протеолиза; 
Б – масс-спектр 
препептида андалу-
сицина после об-
работки трипсином; 
В – спектр фрагмен-
тации иона 2755.3 Да
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аналогичным модификациям природного пептида, 
что обусловлено успешной реконструкцией этой ре-
акции в гетерологической системе E. coli. Наличие 
минимальной антимикробной активности также 
указывает на успешную модификацию аналога ан-
далусицина. Присутствие в структуре дегидроами-
нокислот в совокупности с лабиониновым кольцом 
на С-конце лантипептида обеспечивает связывание 
с одним из ключевых компонентов биосинтеза бак-
териальной клеточной стенки – липидом II.

Рис. 4. Определение активности аналога андалусицина 
с использованием метода диффузии в агаре. В каче-
стве модельного организма использовали B. cereus 
ATCC 4342

Результаты данного исследования расширяют 
наше представление о лантипептидах III класса 
и открывают новые возможности для направленной 
модификации рекомбинантных антимикробных пеп-
тидов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработка новых антимикробных препаратов – 
одна из ключевых задач современности. Пептиды 
являются перспективными кандидатами на роль 
новых антибиотиков. В частности, некоторые пред-
ставители лантипептидов демонстрируют выражен-
ную антимикробную активность, что, вместе с уни-
кальными посттрансляционными модификациями, 
делает их интересными объектами для исследо-
ваний. Нами получена генетическая конструкция, 
объединяющая гены лантионинсинтетазы III класса 
AncKC и лантипептида андалусицина, позволяю-
щая осуществлять совместную наработку и моди-
фикацию пептида в гетерологическом продуценте E. 
coli BL21 (DE3). Масс-спектрометрический анализ 
рекомбинантного препептида андалусицина под-
твердил внесение посттрансляционных модифика-
ций, соответствующих модификациям в природном 
андалусицине. Полученные результаты расширя-
ют пространство возможностей для использования 
лантипептидов в области поиска и создания новых 
антибиотиков. 

Работа выполнена при поддержке гранта 
РНФ № 19-14-00331.
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